1 



(t§) BUNOESREPUBLIK (g) Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND @ 41 ^999 J± 1 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



(5?) Aktenzeichen: 

(2) Anmeldetag: 

(3) Offenlegungstag: 



P41 12 999.7 
20. 4.91 
22. 10. 92 



(fj) Int. CL 5 : 

G 01 N 33/564 

C 12 Q 1/533 
//C12N 11/08,11/06, 
11/10,11/02 ^ 

1 

CM 



UJ 

O 



(7?) Anmelder: 

Ritter, Klaus, Dr.med., 3406 Bovenden, DE 

(74) Vertreter: 

Rehberg, E., Dipl.-lng., Pat.-Anw., 3400 Gottingen 



(52) Erfinder: 

gleich Anmelder 



Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren und Nachweismittel zum Nachweis von Autoantikdrpern, die als Reaktion auf eine Infektion mit 
dem Epstein-Barr Virus gebildet wurden 

(g) Ein Verfahren dient zum Nachweis von Autoantikdrpern, 
die als Reaktion auf eine Infektion mit dem Epstein-Barr 
Virus gebildet wurden, in einer Losung durch eine Antigen- 
Antikdrper-Reaktion mit einem erkennenden Antigen. Als 
erkennendes Antigen wird mindestens ein Teil des Proteins 
Triosephosphat-lsomerase verwendet. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und ein 
Nachweismiitcl zum Nachweis von Autoantikdrpern, 
die als Reakuon auf eine Infektion mit dem Epstein-Barr 
Virus gebildei wurden, in einer Ldsung durch eine Anti- 
gen- Antikdrper- Reaktion mit einem erkennenden Anti- 
gen. Das Epstein-Barr Virus ist der Erreger der infekti- 
dsen Mononukleose. Die infektidse Mononukleose 
weist ein Krankheitsbild auf, welches dem einer akuten 
Leukamie sehr ahnlich isL Die Heiiungschancen bei 
Leukamie sind hoch, sofern massiv in den betroffenen 
Mechanismus eingegriffen wird. Bei Kindern ist die Er- 
folgsquote grofler als 90%. Infektidse Mononukleose 
erfordert hingegen keine drastischen therapeutischen 
MaQnahmen. Aus diesem Grunde ist es bei entsprechen- 
den Krankheitsbildern notwendig, einen eindeutigen 
Test auf das Vorliegen einer infektiosen Mononukleose 
durchzufuhren, um dem betroffenen Patienten uberflOs- 
sige und schwerwiegende MaBnahmen zu ersparen. 

Ein Verfahren der eingangs beschriebenen Art ist be- 
kannt Bei ihm wird als erkennendes Antigen das Virus- 
kapsidantigen (VCA) verwendet Das Viruskapsidanti- 
gen erkennt einen Antikdrper der Klasse M (IgM), der 
im menschlichen Biut als Reaktion auf das Auftreten des 
Epstein- Barr Virus gebildet wird. Vorteilhaft an diesem 
Verfahren ist, daB es sich um eine spezifische Antigen- 
Antikorper-Reaktion handelt. Das IgM anti-VCA tritt 
nur bei einer Epstein-Barr Virus Infektion auf. Mit dem 
Nachweis der Epstein-Barr Virus spezifischen Antikdr- 
per kann jedoch nicht in jeder zeitlichen Phase der Er- 
krankung die richtig Diagnose gestellt werden. So ist die 
Diagnose einer 2 bis 3 Monate zuriickliegenden frischen 
Infektion, einer chronischen Infektion oder eine Reakti- 
vierung einer Epstein- Barr- Virus-Infektion in einem er- 
heblichen Teil der Faile unsicher oder gar unmdglich. 
Nachteilig bei dem Verfahren ist weiterhin, daB die Be- 
obachtung der Antigen- Antikdrper-Reaktion aufwen- 
dig ist und bei der Analyse Obung und Erfahrung for- 
dert. Zudem liegt der Zeitaufwand im-Bereich einiger 
Stunden bei einem hohen apparativen Aufwand. Wirt- 
schaftlich kann das Verfahren daher nur in groQen La- 
boratorien mit hohem Probenaufkommen durchgefUhrt 
werden. 

Bei einem Verfahren zum Nachweis von heterophilen 
Antikdrpern, die als Reaktion auf eine Infektion mit dem 
Epstein-Barr Virus gebildet wurden, in einer Ldsung 
durch eine Antigen-Antikdrper-Reaktion mit einem er- 
kennenden Antigen ist es bekannt, als erkennendes An- 
tigen Formalinbehandelte Pferde-Erythrozyten oder 
Schaf-Erythrozyten zu verwenden. Dieses Verfahren 
hat den Vorteil auBerster SchnelligkeiL Die heterophi- 
len Antikdrper fQhren zu einer mit dem menschlichen 
Auge sichtbaren Agglutination. Als nachteilig stellt sich 
jedoch heraus, daB relativ haufig das Vorliegen einer 
infektidsen Mononukleose nicht erkannt wird. Dies ist 
darauf zurtickzuftihren, daB an der Antigen-Antikdrper- 
Reaktion nur ein heterophiler Antikdrper beteiligt ist. 
Das heiBt, es handelt sich um einen Antikdrper, der nicht 
direkt gegen das Epstein-Barr Virus gerichtet ist, son- 
dern nur im Zusammenhang mit diesem mit gewisser 
Wahrscheinlichkeit auftritt. Ebenfalls auftretende falsch 
positive Ergebnisse lassen sich zwar durch eine soge- 
nannte Differentialagglutination unter Verwendung von 
Meerschweinchennierenextrakt oder Ochsenerythrozy- 
ten reduzieren, hierdurch verliert das Verfahren jedoch 
an seiner Einfachheit Als grdfltes Problem stellt sich 
jedoch heraus, daB gerade Kinder die mit dem Epstein- 
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Barr Virus infiziert sind, die dem Verfahren zugrunde 
liegenden heterophilen Antikdrper nicht bilden. Gerade 
in dem Bereich, wo es besonders wichtig ist, die Faile mit 
infektidser Mononukleose von denen mit akuter Leuka- 
5 mie zu trennen, ist das bekannte, schnelle Verfahren also 
uberfordert Die Fehlerquote bei Kindern bis zum 12. 
Lebensjahr betragt bei dem als Bunnell-Reaktion be- 
kannten Test auf die heterophilen Antikdrper bis zu 
65%. Wegen der einfachen Handhabbarkeit ist die Bun- 
io nell-Reaktion als serologischer Nachweis einer Epstein- 
Barr Virus Infektion dennoch weit verbreitet 

Zur Sichtbarmachung einer erfolgten Antigen-Anti- 
kdrper-Reaktion sind verschiedene Verfahren bekannt 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Ver- 
15 fahren der eingangs beschriebenen Art weiterzubilden, 
so daB es schnell sowie zuverlassig durchzufuhren ist 
und damit einen sofortigen RtickschluB auf das Vorlie- 
gen einer infektiosen Mononukleose zulaBt 

ErfindungsgemaB wird dies dadurch erreicht, daB als 
20 erkennendes Antigen mindestens ein Teil des Proteins 
Triosephosphat-Isomerase (TIM) verwendet wird. Das 
Protein Triosephosphat-Isomerase erkennt einen Auto- 
antikdrper, der in jedem Fall durch das Epstein-Barr 
Virus im infizierten Organismus induziert wird und da- 
25 mit im Blutserum dieses Organismus grundsatzlich vor- 
liegt Eine Testserie von 6000 Proben hat ergeben, daB 
immer dann, wenn IgM-Antikdrper gegen das virale 
Capsid des Virusses vorhanden sind, auch anti-TIM An- 
tikdrper vorliegen. Falsch negative Ergebnisse des neu- 
30 en Verfahrens wurden nicht beobachteL Falsch positive 
Ergebnisse wurden nur bei immun supprimierten Pa- 
tienten, wie beispielsweise nach Organtransplantatio- 
nen beobachtet Ferner treten positive Ergebnisse in 
etwa 35% der Faile akuter Hepatitis A- Virus Infektio- 
35 nen auf. Dies ist jedoch nicht weiter von Nachteil, da bei 
einer Vorgeschichte und einem Blutbild, die nicht sicher 
zu einer Epstein-Barr Virus Infektion passen, in jedem 
Fall das Vorliegen einer akuten Hepatitis A-Virus Infek- 
tion abgeklart werden muB. Bei vielen anderen Virusin- 
40 fektionen tritt der Autoantikdrper gegen TIM in vorteil- 
hafter Weise nicht auf. Dies gilt beispielsweise fur die 
Infektionen durch das Hepatitis B Virus, das Herpes 
simplex Virus, das Varizella- Zoster Virus, das Rdtelnvi- 
rus, das Cytomegalovirus, das Mumpsvirus und das Ma- 
45 sernvirus. Als ausgesprochen vorteilhaft, erweist sich, 
daB der anti-TIM- Autoantikdrper beim Auftreten der 
klinischen Symptomatik einer infektiosen Mononukieo- 
' se im Blutserum des betroffenen Patienten bereits in 
maximaler Konzentration vorliegt, wahrend viele Pa- 
50 tienten zu diesem Zeitpunkt noch keine heterophilen 
Antikdrper gebildet haben. Zudem ist das neue Verfah- 
ren auBerst schnell durchzufiihren. Es bietet sich als 
vollstandiger Ersatz fttr den Nachweis der heterophilen 
Antikdrper und als teilweiser Ersatz bzw. sinnvolle Er- 
55 ganzung zum Nachweis der spezifischen Antikdrper des 
Epstein-Barr Virus an. Das neue Verfahren laBt sich 
analog zu alien bekannten Verfahren zum Nachweis 
von Antikdrpern auf der Basis von Antigen-Antikdrper- 
Reaktionen vollziehen und ist in vielen Fallen mit dem 
60 bloBen Auge auswertbar. Als Antigen ist in dem neuen 
Verfahren sowohl das vollstandige Protein Triose- 
phosphat-Isomerase als auch nur ein Teil dieses Prote- 
ins verwendbar. Triosephosphat-Isomerase besteht aus 
zwei identischen Einheiten mit je 248 Aminosauren. So- 
65 wohl das ganze Molektll als auch die Untereinheiten ftir 
sich erkennen den Autoantikdrper des Epstein-Barr Vi- 
rus. Nach dem Zerlegen der Untereinheiten mit Hilfe 
von Bromzyan, bilden sich drei Fragments Das Frag- 
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ment 1 umfafit hierbei die Aminosauren in Position t 
(Alanin) bis Position 13 (Lysin), Fragment 2 reicht von 
der Aminosaure in Position 15 (Asparaginsaure) bis 81 
(Glycin), Fragment 3 reicht von Position 83 (Isoleucin) 
bis 248 (Glutaminsaure). Es hat sich herausgestellt, daQ 
sowohl das Fragment 2 ais auch das Fragment 3 funktio- 
nale Bereiche besitzen, die zu einer Antigen-Antikdr- 
per-Reaktion mit dem Autoamikdrper des Eptein-Barr 
Virus fahig sind. 

Die folgenden Spezifikationen des neuen Verfahrens 
sind von anderen Verfahren zum Nachweis von Anti- 
kdrpern durch AntigenAntikdrper-Reaktionen mit an- 
deren erkennenden Antigenen im Prinzip bekannt 

Die Triosephosphat-Isomerase oder deren Teile kdn- 
nen in an inerte Partikel gekoppelter Form verwendet 
werden. Durch eine erfolgende Antigen«Antikdrper-Re- 
aktion kommt es zu einer Agglutination der inerten Par- 
tikeL Diese ist mit btoBem Auge deutlich sichtbar. Auf 
diese Weise ist das Verfahren in wenigen Minuten 
durchfOhrbar. 

Die Triosephosphat-Isomerease oder deren Teile 
kdnnen in an Latexkugeln gekoppelter Form verwendet 
werden. Latexkugeln, d h. Kugeln aus Polystyrol, stellen 
geeignete inerte Partikel zur Sichtbarmachung der An- 
tigen-Antikdrper-Reaktion dar. Allgemein kdnnen an 
die Steile von Latex auch inerte Materialien wie Teflon 
oder Agarose treten. 

Die Triosephosphat-Isomerase oder deren Teile kon- 
nen in an humane Erythrozyten der Blutgruppe 0 ge- 
koppelter Form verwendet werden. Auf diese Weise 
wird die Antigen- Antikdrper- Reaktion durch die Agglu- 
tination der Erythrozyten sichtbar gemacht Die Ery- 
throzyten der Blutgruppe 0 reagieren nicht mit anderen 
in der Ldsung, die in der Regel das Serum eines Patien- 
ten ist, enthaltenen Bestandteilen. Die Agglutination der 
Erythrozyten ist auch quantitativ auswertbar. 

Die Triosephosphat-Isomerase oder deren Teile kdn- 
nen in in fester Agarose geldster Form verwendet wer- 
den, wobei die Ldsung in Ldcher in der Agarose einge- 
bracht wird. In diesem Fall diffundiert die Ldsung in die 
Agarose hinein. Beim Vorliegen von anti-TIM-Autoan- 
tikdrpern, die als Reaktion auf eine Infektion mit dem 
Epstein- Barr Virus gebildet wurden, kommt es im Aqui- 
valenzbereich zur Prazipitatbildung in Form eines Rin- 
ges um das Loch. Der Ringdurchmesser nach vorgege- 
bener Zeit bei definierten Defusionsbedingungen lafit 
eine quantitative Analyse zu. 

Die Antigen-Antikdrper-Reaktion kann in Anwesen- 
heit von Komplement durchgefuhrt werden, wobei an- 
schlieOend ein Indikator fur den verbleibenden Rest des 
Komplements dem Reaktionsprodukt zugegeben wird. 
Durch die Antigen-Antikdrper-Reaktion werden die 
Antikdrper aktiviert, so daB sie gleichzeitig Komple- 
ment binden. Der verbleibende Rest des Komplements 
ist ein Mafl fur die voriiegende Konzentration der Auto- 
antikdrper des Epstein-Barr Virus. Er wird durch einen 
Indikator sichtbar gemacht, der auf die Konzentration 
des Komplements anspricht. 

Die Triosephosphat-Isomerase oder deren Teile kdn- 
nen als eingebundener Bestandteil einer Lipidmembran 
verwendet werden, die sich bei erfolgender Antigen- 
Antikdrper-Reaktion aufldst Unter Verwendung der 
Triosephosphat-Isomerase oder deren Teile lassen sich 
Membranen herstellen, die in ihrem Zusammenhalt von 
einer erfolgenden Antigen-Antikdrper-Reaktion betrof- 
fen sind. Ein Durchbruch der Membran ist so ein siche- 
res Zeichen filr das Vorliegen der anti-TlM-Autoanti- 
kdrper, die als Reaktion auf eine Infektion mit dem Ep- 



stein- Barr Virus gebildet wurden. 

Nach der erfolgten Antigen-Antikdrper-Reaktion 
kann eine markierende Foigereaktion durchgefuhrt 
werden. Bei einer erfolgten Bindung der Autoantikdr- 

5 per, die als Reaktion auf eine Infektion mit dem Epstein- 
Barr Virus gebildet wurden, an fixierte TIM oder deren 
Teile, kdnnen die Autoamikdrper durch markierte Sub* 
stanzen sichtbar gemacht werden, die mit ihnen eine 
Reaktion eingehen. Die Sichtbarkeit kann hierbei bei- 

io spielsweise auf Enzymaktivitaten, dem Zerfall von Ra- 
dionukliden oder der Emission von Lichtquanten basie- 
ren. 

Das Nachweismittel fur Autoamikdrper, die als Reak- 
tion auf eine Infektion mit dem Epstein-Barr Virus ge- 
ts bildet wurden, zur Durchfiihrung des neuen Verfahrens 
weist mindestens einen Teil des Proteins Triose- 
phosphat-Isomerase in gekoppelter oder fixierter Form 
auf. Durch die Kopplung oder Fixierung des Proteins 
tritt die Antigen-Antikdrper-Reaktion zwischen der 
20 Triosephosphat-Isomerase und dem Autoantikdrper lo- 
kalisiert auf. Hierdurch wird sie direkt sichtbar oder ist 
zumindest einer Sichtbarmachung leicht zuganglich. 

Das Nachweismittel kann aus humanen Zellen ge- 
wonnene Triosephosphat-Isomerase aufweisen. Das 
25 Protein Triosephosphat-Isomerase ist als Bestandteil 
humaner Zellen bekannt Aus diesen ist es extrahierbar, 
so daQ es letztlich in reiner Form vorliegt. 

Die Erfindung wird im Folgenden anhand einiger 
Ausf uhrungsbeispiete naher erlautert und beschrieben. 

30 

Beispiel 1 

Triosephosphat-Isomerase (TIM) wird an Latexku- 
geln gekoppelt Durch Mischen mit einem Serum, das 
35 Autoamikdrper, die als Reaktion auf eine Infektion mit 
dem Epstein-Barr Virus gebildet wurden, kommt es zu 
einer Vernetzung der Latexkugeln. Diese Agglutination 
ist mit bloBem Auge beobachtbar. 
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Beispiel 2 



100 mg TIM in 0,15 M Phosphatpuffer werden mit 
2 ml einer 10%igen Erythrozytensuspension gemischt 
Die Erythrozyten sind der Blutgruppe 0, Rhesus negativ 

45 zugeordnet und trypsiniert. Die Suspension der Ery- 
throzyten liegt ebenfalls in 0,15 M Phosphatpuffer vor. 
Zu der Mischung aus der Erythrozytensuspension und 
der TIM werden 2 ml einer frisch hergestellten l%igen 
Glutaraldehydldsung in 0,15 M Phosphatpuffer gege- 

50 ben. Diese Mischung wird dann 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur gehalten und gelegentlich geschuttelt. Nach 
10 minutigem Zentrifugieren bei 400 g wird der Qber- 
stand verworfen und das Erythrozytensediment zwei- 
mal mit Phosphatpuffer gewaschen. Nach erneuter Zen- 

55 trifugation wird das Erythrozytensediment in Phosphat- 
puffer resuspendiert Die TIM liegt so in an humane 
Erythrozyten der Blutgruppe 0 gekoppelter Form vor. 
Wird sie nun mit einer zu testenden Ldsung vermischt, 
wird eine Antigen-Antikdrper-Reaktion durch eine Ag- 

6o glutination der Erythrozyten sichtbar. 

Beispiel 3 

Ig Agarose wird in 100 ml 66 mM Sdrensen- 
65 Phosphatpuffer, pH 7,2 aufgekocht Nach dem AbkOh- 
len auf 40°C werden 100 mg gereinigte TIM zugegeben. 
Das Agarose-TIM-Gemisch wird auf Glasplatten gege- 
ben und zum Ausharten ttber Nacht auf 4°C abgekQhlt 
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Zur DurchfOhrung des neuen Verfahrens wefden ctwa 
4 mm groBe Ldcher in den Agar gestanzt, die als Depot 
fur die zu testende LGsung dienen. Nach einer Inkuba- 
tionszeit von 24 Stunden bet 37°C wird der Prazipitats- 
durchmesser urn das Depotloch gemessen. Zu einer Pra- 5 
zipitatbildung kommt es im Aquivalenzbereich der Au- 
toantikdrper des Epstein-Barr Virus und der Triose- 
phosphat-Isomerase. 

PatentansprQche 10 

1. Verfahren zum Nachweis von Autoantikdrpern, 
die als Reaktion auf eine Infektion mit dem Epstein- 
Barr Virus gebildet wurden, in einer Ldsung durch 
eine Antigen-Antikdrper-Reaktion mit einem er- 15 
kennenden Antigen, dadurch gekennzeichnet, daQ 
als erkennendes Antigen mindestens em Teil des 
Proteins Triosephosphat-Isomerase (TIM) verwen- 
det wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB die Triosephosphat-Isomerase oder 
deren Teile in an inerte Partikel gekoppelter Form 
verwendet werden, 

3. Verfahren nach Anspruch 2 t dadurch gekenn- 
zeichnet, dad die Triosephosphat-Isomerase oder 25 
deren Teile in an Latexkugeln gekoppelter Form 
verwendet werden, 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Triosephosphat-Isomerase oder 
deren Teile in an humane Erythrozyten der Blut- 30 
gruppe 0 gekoppelter Form verwendet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch l f dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Triosephosphat-Isomerase oder 
deren Teile in in fester Agarose geldster Form ver- 
wendet werden und daB die Ldsung in Ldcher in 35 
der Agarose eingebracht wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die An tigen- An tikdrper- Reaktion in 
Anwesenheit von {Complement durchgefuhrt wird, 
und daB anschlieBend ein lndikator fQr den verblei- 40 
benden Rest des {Complements dem Reaktionspro- 
dukt zugegeben wird 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Triosephosphat-Isomerase oder 
deren Teile als eingebundener Bestandteil einer Li- 45 
pidmembran verwendet werden, die sich bei erfol- 
gender Antigen-Antikdrper-Reaktion aufldst 

8. Verfahren nach Anspruch t, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nach der erfolgten Antigen-An tikdr- 
per- Reaktion eine markierende Folge reaktion 50 
durchgefuhrt wird 

9. Nachweismittel for Autoantikdrper, die als Reak- 
tion auf eine Infektion mit dem Epstein-Barr Virus 
gebildet wurden, zur DurchfOhrung des Verfahrens 
nach einem der voranstehenden Anspruche 1 bis 8, 55 
dadurch gekennzeichnet, daB das Nachweismittel 
mindestens einen Teil des Proteins Triosephosphat- 
Isomerase in gekoppelter oder fixierte Form auf- 
weist 

10. Nachweismittel gemaB Anspruch 9, dadurch ge- 60 
kennzeichnet, daB es aus humanen Zellen gewon- 
nene Triosephosphat-Isomerase aufweist. 



